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La actividad antiadherente frente a Escherichia coli uropatógena (UPEC) del arándano rojo se ha 
estudiado ampliamente, encontrándose que las proantocianidinas de tipo A son los componentes 
mayoritariamente responsables de esta actividad. Sin embargo, las evidencias científicas sugieren que 
estos efectos beneficiosos podrían deberse a los metabolitos formados a su paso por el tracto 
gastrointestinal. Durante el desarrollo de este trabajo se ha evaluado la capacidad de las 
proantocianidinas y de los metabolitos fenólicos originados a partir de las mismas, de inhibir la 
adherencia de UPEC a células humanas de epitelio de vejiga. Para ello, se optimizó un método in vitro 
que permite estudiar la adherencia de E. coli a células T24 de epitelio de vejiga, aplicándose al estudio 
de 15 compuestos fenólicos, incluyendo ácidos fenólicos, fenoles simples y flavan-3-oles, así como 
extractos de arándano rojo y pepita de uva. También se evaluó la capacidad inhibitoria de la 
adherencia de muestras de orina de mujeres sanas recogidas antes y tras una ingesta aguda de un 
complemento alimenticio de arándano rojo rico en proantocianidinas de tipo A. 
INTRODUCCIÓN 
Las infecciones del tracto urinario (ITUs) 
constituyen una de las afecciones más comunes a 
nivel mundial, siendo Escherichia coli uropatógena 
(UPEC) responsable del 70-90% de los casos (Hilbert 
y col., 2008). El tratamiento más empleado hasta 
ahora para combatir las ITUs, el uso de antibióticos, 
presenta un problema importante ya que las bacterias 
adquieren resistencia a los mismos.  
Con la búsqueda de nuevas profilaxis ha ido 
adquiriendo cada vez más importancia el empleo de 
sustancias antiadherentes. La actividad antiadherente 
frente a UPEC de los extractos fenólicos del arándano 
rojo se ha estudiado ampliamente, encontrándose que 
las proantocianidinas de tipo A parecen ser los 
componentes mayoritariamente responsables de esta 
actividad. Sin embargo, las evidencias científicas 
sugieren que estas estructuras no alcanzan in vivo el 
uroepitelio, por lo que los efectos beneficiosos 
podrían deberse más a los metabolitos formados a su 
paso por el tracto gastrointestinal, principalmente por 
acción de la microbiota del colon. Por ello, se ha 
evaluado la actividad inhibidora de la adherencia de 
los metabolitos fenólicos de extractos de arándano 
rojo frente a la cepa E. coli ATCC®53503. 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Preparación de las soluciones fenólicas. Se ensayaron 
soluciones de 15 compuestos fenólicos preparadas a 
concentraciones de 100, 250 y 500µM, y de 200, 500 y 
1000 µg/ml en el caso de los extractos fenólicos de 
arándano rojo y pepita de uva (Vitaflavan®). Estos 
compuestos se disolvieron en PBS con 0,01% de DMSO. 
Muestras de orina humanas. Las muestras de orina 
proceden de 3 mujeres voluntarias sanas que siguieron una 
dieta baja en polifenoles durante los 2 días previos  y los 2 
días del ensayo, y en el 2º día fueron sometidas a una 
ingesta aguda de un complemento alimentario de arándano 
rojo rico en procianidinas de tipo A (Urell®). Las muestras 
de orina se recogieron en dos periodos de tiempo por día. 
E. coli uropatógena. E. coli ATCC®53503™ se creció a 
37ºC O/N en medio líquido TSB y se diluyó hasta un 
tamaño de inóculo de 108 ufc/ml. 
Células T24. Se empleó la línea celular ATCC®HTB-4™ 
de epitelio de vejiga humana. Las células se crecieron y 
mantuvieron en medio McCoy’s 5A suplementado con 10% 
FBS, en una atmósfera de 5% CO2 y 37ºC. Para la 
realización del ensayo de adherencia las células se 
sembraron a una concentración de 5.105 células/ml en 
placas M24. 
Ensayo de adherencia. El cultivo de E. coli (108 
UFC/ml) se incubó con el mismo volumen de extracto 
compuesto fenólico u orina durante 1 h a 37ºC en agitación. 
Posteriormente, se lavó la monocapa celular con PBS y se 
cubrió con la solución de UPEC y compuesto fenólico o 
con  solución de PBS (control). Tras 1 h de incubación a 
37ºC y 5% CO2, se procedió al lavado de la monocapa 
celular con PBS para eliminar las bacterias no adheridas y 
se despegaron las células con tripsina-EDTA al 0,05%. 
Finalmente se llevó a cabo el recuento bacteriano mediante 
diluciones seriadas en solución salina 0,9% en placas de 
TSA, que se incubaron O/N a 37ºC. 
Ensayo de actividad antimicrobiana. Se llevó a cabo 
siguiendo el método de García-Ruiz y col. (2011).  
Ensayo de citotoxicidad. Se llevó a cabo empleando el 
método colorimétrico del MTT (Mossmann, 1983).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Compuestos y extractos fenólicos. Los resultados 
obtenidos muestran un marcado aumento de la 
inhibición de la adherencia de UPEC tras la 
incubación de éstas con proantocianidinas A2 (PACs), 
alcanzando una inhibición significativa (p<0,05) del 
51,3% a la concentración de 500 µM. Sin embargo, no 
se ha observado disminución de la adherencia 
bacteriana en el caso de las proantocianidinas B2 o (-
)-epicatequina. Esto concuerda con los datos que 
encontramos en la bibliografía, donde esta capacidad 
inhibitoria de la adherencia se atribuye 
exclusivamente a las PACs, debido a los dobles 
enlaces moleculares que presentan (Howell y col., 
2010). 
En el caso de los fenoles simples, el 1,2-
dihidroxibenceno (catecol/pirocatecol) presenta un 
efecto inhibitorio de la adherencia estadísticamente 
significativo en todas las concentraciones ensayadas. 
Los ácidos benzoicos (benzoico, vainillínico y 3,4-
dihidroxifenilacético) muestran patrones de inhibición 
de la adherencia similares, alcanzando valores 
superiores al 29%. Al contrario, otros ácidos 
benzoicos como el gálico, fenilacético y 3-(3-
hidroxifenil)-propiónico muestran un efecto 
inhibitorio dosis-dependiente, siendo estadísticamente 
significativo a 500µM. Estos resultados confirman el 
potencial de estos metabolitos fenólicos, en algunos 
casos igual o incluso mayor que el de las PACs, en la 
profilaxis frente a las ITUs. Es de esperar que los 
conjugados de estos ácidos, que se encuentran en la 
orina, posean también actividad inhibitoria de la 
adherencia frente a UPECs. 
El resto de metabolitos no presentaron efecto 
inhibitorio significativo. Esto es posiblemente debido 
a que la actividad inhibitoria de los metabolitos 
depende del grado de biodisponibilidad, condicionado 
a su vez por el grado de polimerización y estructura. 
En el caso de los extractos de arándano rojo y 
pepita de uva, no se observó actividad inhibidora de la 
adherencia significativa, hecho previamente 
observado por Stapleton y col. (2012). Estos 
resultados sugieren que la actividad inhibitoria de la 
adherencia de los metabolitos fenólicos es mayor que 
la de sus precursores.  
Ninguno de los compuestos ni extractos fenólicos 
ensayados presentaron actividad citotóxica ni 
antimicrobiana a las concentraciones ensayadas. 
Orinas humanas. En el caso de las orinas 
humanas tampoco se observó actividad 
antimicrobiana frente a E. coli. Respecto a la 
capacidad para inhibir la adherencia de UPEC, se 
observaron grandes diferencias interindividuales 
(Figura 1), lo que concuerda con los datos de la 
bibliografía (Stapleton y col., 2012). Exclusivamente 
se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en 
presencia de la orina tras la ingesta del arándano rojo 
respecto de la orina control en un caso. Debido a los 
amplios intervalos de confianza interindividuales, no 
puede excluirse un efecto protector frente a las ITUs.  
               
Figura 1: Efecto de las orinas humanas, recogidas antes y después 
de la ingesta de arándano rojo, sobre la adherencia de E. coli 
ATCC®53502™ en células T24. 
 
BIBLIOGRAFÍA 
García-Ruiz A., Moreno-Arribas M.V., Martín Álvarez P.J., 
Bartolomé B. 2011, Comparative study of the inhibitory 
effects of wine polyphenols on the growth of enological lactic 
acid bacteria. Int. J. Food Microbiol., 145:426-31. 
Hilbert  D.W., Pascal K.E., Libby E.K., Mordechai E., Adelson 
M.E., Trama J.P. 2008, Uropathogenic Escherichia coli 
dominantly suppress the innate immune response of bladder 
epithelial cells by a lipopolysaccharide- and Toll-like receptor 
4-independent pathway. Microbes Infect., 10:114-121. 
Howell A.B., Botto H., Combescure C., Blanc-Potard A., Gausa 
L., Matsumoto T., Tenke P., Sotto A., Lavigne J. 2010, 
Dosage effect on uropathogenic Escherichia coli anti-adhesion 
activity in urine following consumption of cranberry powder 
standardized for proanthocyanidin content: a multicentric 
randomized double blind study. BMC Infect. Dis., 10:94. 
Mosmann T. 1983, Rapid colorimetric assay for cellular growth 
and survival: Application to proliferation and cytotoxicity 
assays. J. Immunol. Method., 65:55-63. 
Stapleton A.E., Dziura J., Hooton T.M., Cox M.E., Yarova-
Yarovaya Y., Chen S. 2012, Recurrent urinary tract infection 
and urinary Escherichia coli in women ingesting cranberry 
juice daily: a randomized controlled trial. Mayo Clin. Proc., 
87:143-50.
